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1. ИЗПОЛЗВАНИ СЪКРАЩЕНИЯ 
 
АТ - антитяло 
ГИТ - гастроинтестинален тракт 
КК - карцином на колон 
КРК - колоректален карцином 
ЛВ - лимфни възли 
ЛТ - лъчетерапия 
миРНК - микрорибонуклеиновите киселини 
НЛР - нежелани лекарствени реакции 
ОП - обща преживяемост 
ПКК - пълна кръвна картина 
ХТ – химиотерапия 
 
5-FU - 5-fluorouracil 
AJCC - American Joint Committee on Cancer 
Akt - Protein Kinase B 
APC - чревна аденоматозна полипоза  
BMPR1 - костен морфогенен рецептор 
BRAF - v-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1 
ECOG - Eastern Cooperative Oncology Group 
EGFR - Epidermal growth factor receptor 
KRAS - Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog 
LV - Leucovorin 
MEK1 и MEK2 - Mitogen-activated protein kinase kinase 1 и 2 
miRAGE - miRNA serial analysis of gene expression 
mTOR - Mammalian target of rapamycin 
PDK - PIP3-зависима протеин-киназа  
PI3K - Phosphatidylinositide 3-kinase 
PS - общо състояние 
PTEN - Phosphatase and tensin homolog  
RAF- Proto-oncogene serine/threonine-protein kinase 
RAS - Rat sarcoma oncogene 
ROC - Receiver operating characteristic 
RQ – относително количество 
SMAD4 - Mothers against decapentaplegic homolog 4 
Wnt (Wingless-type) - Сигнален път в клетката 
СЕА -  карциноембрионален антиген 
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2. ВЪВЕДЕНИЕ 
 
По данни на Световната здравна организация: 
 Колоректалният карцином е третият по честота солиден тумор в 
световен мащаб, 
 Карциномът на дебело черво е около 2.5 пъти по-чест от 
карцинома на ректума, 
 В стадий I петгодишната преживяемост е около 90%, а в стадий II 
и III – 60%, 
 При проведено адекватно лечение от 30 до 50% от пациентите с 
КРК рецидивират или метастазират, 
 След адювантна химиотерапия тласък на болестта се установява 
в 82% от пациентите в стадий III и 75% в стадий II (най-често до 
третата година), 
 Петгодишната преживяемост при метастатична болест е 8-10%. 
Микрорибонуклеиновите киселини (миРНК) са малки РНК-молекули, 
изградени от около 21-25 нуклеотида, които не кодират протеини, но имат 
важна функция за регулиране на генната експресия.  Натрупани са редица 
доказателства за участие на миРНК в разнообразни биологични процеси, 
като регулатори на клетъчна пролиферация, диференциация, апоптоза и 
други явления, свързани с онкогенезата, в това число и при колоректален 
карцином (КРК). Последни проучвания показват различни нива на 
експресия на миРНК в тъкани, серум и други телесни течности.  
Съществуват данни и за въздействието им върху членовете на 
сигналните системи Wnt/β-катенин и фосфатидил-инозитол 3-киназа (PI3K), 
KRAS, p53, регулаторите на екстрацелуларния матрикс). От друга страна 
напоследък множество проучвания доказват сигнификантни промени в 
нивата на експресия на различни миРНК при редица онкологични 
заболявания, като тези разлики са в основата на разработване на нови 
небелтъчни биологични маркери (включително прогностични и 
предиктивни).  
За да бъде един показател прогностичен фактор трябва статистически 
достоверно да влияе на преживяемостта при онкологично болния, 
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независимо от приложеното лечение. От друга страна предиктивния фактор 
трябва статистически достоверно да определя очаквания ефект от дадено 
лечение. Въпреки нуждата от допълнителни проучвания има някои 
изследвания, които правят миРНК кандидати за подобни маркери. 
Натрупани са доказателства, че miR-17, miR-21, miR-29a и miR-92 са 
потенциално подходящи за тази цел. Нивата им на експресия силно 
корелират с показатели като нодален статус, наличие или липса на 
метастази, както и със свободния от заболяване период. Анализи разкриват, 
че високата експресия на някои от тях е свързана с лоша прогноза и ниска 
преживяемост, независимо от възраст, пол и туморна локализация, а също 
така и за лош отговор към терапията при пациенти, които са получили 
адювантно лечение.  
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Фиг. 1 Взаимодействие на миРНК със сигнални пътища при колоректален карцином
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3. ЦЕЛ И ЗАДАЧИ   
 
Цел на изследването 
Да се потърси корелацията между експресията в серум на 
микрорибонуклеинови киселини miR-17, miR-21, miR-29a и miR-92 и 
биологичното поведение (ранно метастазиране, локален рецидив и 
агресивност на тумора) при пациенти с карцином на колон II,  III стадий, 
както и тези с Nx нодален статус,  които са провели на радикална хирургия 
и адювантна химиотерапия (5-FU базиран режим). 
Задачи 
1. Да се селектират пациенти с карцином на колона, които са оперирани 
радикално и провели адювантна терапия, да се стратифицират по 
демографски и клиникопатологични показатели и да се проследят за 
рецидив на заболяването за минимален срок от една година, 
2. Да се сравнят резултатите от едногодишното проследяване за рецидив на 
пациентите с карцином на колона със световните тенденции, 
3. Да се изследват серумните нива на микрорибонуклеинови киселини miR-
17, miR-21, miR-29a и miR-92 на пациентите, които са дали съгласие за 
участие в проучването на тези потенциални биологични маркери, 
4. Да се изследват серумните нива на микрорибонуклеинови киселини miR-
17, miR-21, miR-29a и miR-92 на здрави доброволци, които имат сходни 
демографски характеристики, 
5. Да се потърси корелация между нивата на експресия на miR-17, miR-21, 
miR-29a и miR-92 и възможността да предскажат риск от рецидив на 
карцинома на колона, 
6. Да се потърсят корелации между експресионните нива на изследваните 
четири микрорибонуклеинови киселини, 
7. Да се установят корелации между нивата на експресия на miR-17, miR-21, 
miR-29a и miR-92 и различни клиникопатологични показатели (възраст, пол, 
стадий), 
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8. Да се определи специфичността и сензитивността на 
микрорибонуклеиновите киселини като потенциални биомаркери, 
9. Да се потърси зависимост между високата и ниската експресия на 
микрорибонуклеиновите киселини и времето до рецидив на заболяването, 
10. Да се извърши допълнителен анализ и обобщение на резултатите на 
пациентите с Nx нодален статус поради спецификата на тази група и 
ограничена информация в световната литература. 
 
4. ИЗСЛЕДВАНИ ГРУПИ И МЕТОДИ 
4.1. Материална база за реализиране на дисертационния труд  
•  Клиника по Медицинска Онкология – Университетска болница “Света 
Марина” - Варна 
• Лаборатория по Клинична имунология към Катедра по медицинска 
генетика, Медицински Университет и Университетска болница “Света 
Марина” – Варна  
4.2. Пациентска популация 
Проведе се проспективно неинтервенционално едноцентрово клинично 
изпитване. Изследването обхваща периода 2011-2013 г. (с проследяване до 
2015 г.), с участници 89 пациента, които отговарят на включващите 
критерии и нямат изключващи критерии. 
Включващи критерии: 
1. Възраст над 18 години, 
2. Адювантната химиотерапия да е проведена в Клиниката по медицинска 
онкология към МБАЛ „Света Марина“, Варна, 
3. Пациент с хистологично доказан дебелочревен аденокарцином, 
4. Провели радикално хирургично отстраняване на първичния тумор, 
5. Стадии II и III или с нодален статус Nx (без синхронна болест), 
6. Подходящи за провеждане на  адювантна химиотерапия, 
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7. Туморен маркер СЕА да е със стойност до 5 ng/ml в края на 
адювантната терапия, 
8. Адекватни лабораторни показатели като ПКК, бъбречна и 
чернодробна функция, дефинирани като (Таблица 1), 
9. ECOG PS – пърформанс статус < или = 2 (Таблица 2). 
 
 
 
 
 
 
Табл. 1 Лабораторни показатели като ПКК, бъбречна и чернодробна функция и 
техните референтни стойности 
Хематологични 
абсолютен брой гранулоцити ≥1.5 × 109/L 
тромбоцити ≥100 × 109/L 
левкоцити ≥3 × 109/L 
Биохимични 
билирубин 
в референтни 
граници 
ASАT/ALАT ≤2.5 × ГГН 
серумен креатинин 
в референтни 
граници 
 
 
Табл. 2 Оценка на общо състояние според скалата на Eastern Cooperative Oncology 
Group (ECOG), адаптирано по Robert L. Comis, MD, Group Chair.  
Оценка ECOG (PS) – пърформанс статус 
0 
Пациентът е напълно активен, може да извършва всички дейности 
от времето преди болестта си без ограничения 
1 
Съществуват ограничения във физическа активност, но пациентът 
има възможност за извършване на лека или седяща работа 
(примерно лека домашна дейност или работа в офис) 
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2 
Пациентът е амбулаторен и може да се грижи изцяло за себе си, но 
невъзможност за никаква трудова дейност; прекарва > 50% от 
времето, в което е буден,  в изправено състояние 
3 
Пациентът е способен само на ограничени грижи за себе си; прекарва 
> 50% от времето, през което е буден, в леглото 
4 
Пациентът е напълно неспособен да се грижи за себе си; напълно 
прикован към леглото или стола 
5 Смърт 
  
Изключващи критерии: 
1. Наличие на друга онкологична болест освен дебелочревен карцином, 
2. Карцином на ректум, 
3. Хистологични данни за невроендокринен тумор/компонента, 
4. ECOG PS - пърформанс статус над 2 според AJCC, 
5. Провеждано системно лечение за метастатична болест, 
6. Тежки и неконтролирани придружаващи заболявания. 
Най-общо пациентите са с диагностициран карцином на колон 
(карцином на ректум е изключващ критерий), оперирани са радикално, 
провели са адювантна химиотерапия и в момента на приключването и са без 
данни за рецидив на заболяването. Трябва да са в добро общо състояние, 
което е оценено според скалата на ECOG - пърформанс статус < или = 2 
(Таблица 2). Всички 89 пациенти, участващи в изследването, имат 
хистологично потвърдена онкологична диагноза метастатичен 
дебелочревен аденокарцином в стадий II и III или нодален статус Nx според 
7-мо издание на AJCC (American Joint Committee on Cancer). Хирургичното и 
системното лечение (адювантна терапия) са проведени в МБАЛ „Света 
Марина“ – Варна и пациентите са включвани за период – август 2011 до 
септември 2013 и проследявани две години - последният пациент е 
мониториран до октомври 2015 (за нуждите на изследването минималния 
срок за проследяване е поне 12 месеца). Преди включване в клиничното 
изпитване, всички пациенти са подписали информирано съгласие за участие 
и отделно информирано съгласие за събиране на биологичен материал 
(плазма/серум). Набиране на пациенти е осъществявано единствено в 
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Клиника по Медицинска онкология към МБАЛ „Света Марина“ - Варна и в 
изпитването са взели участие всички съгласили се и подписали 
информирано съгласие за проследяване (общо 89) и информирано съгласие 
за събиране на биологичен материал (общо 37 от 89) - от август 2011 до 
септември 2013.  
В изследването участват и 7 здрави доброволци, които се използват 
като контроли при изследване на биологичните маркери - miR-17, miR-21, 
miR-29a, miR-92. 
4.3. Рутинни клинични изследвания и биологични маркери 
Параметрите за изследване и проследяване са предварително 
дефинирани и събирани в динамика (с първа времева точка непосредствено 
след приключване на адювантната терапия и последващи – диспансерните 
визити). Провеждани са следните процедури: 
1. Анамнеза и клиничен преглед, 
2.  Кръвни проби за хематологичен и биохимичен рутинен анализ, както и 
изследване на карциноембрионален антиген, 
3. Образна диагностика - CT, PET/CT като изходни изследвания и контрола 
при проследяване в хода на диспансерното проследяване, 
4. Венозна кръв за анализ на плазма/серум и следните предварително 
дефинирани биомаркери: miR-17, miR-21, miR-29a, miR-92, 
5. На здравите доброволци е снета анамнеза и осъществен клиничен 
преглед, които потвърждават възможността те да участват като здрави 
контроли. Взети са кръвни проби за рутинен хематологичен и биохимичен 
анализ. Взета венозна кръв за анализ на плазма/серум на  miR-17, miR-21, 
miR-29a, miR-92.  
 
4.4. Стадиране на колоректален карцином 
 
Стадият на заболяването е определен пo TNM (тумор, лимфни възли, 
метастази) класификацията, която е разработена съвместно от AJCC 
(American Joint Committee on Cancer) и UICC (International Union Against 
Cancer). Това е международна клиникоанатомична система за стадиране на 
КРК, базираща се на три основни компонента: 
T - описващ анатомично локалната експанзия на първичния тумор, 
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N - описващ наличието/липсата на метастази в регионалните лимфни 
възли, 
M - описващ наличието/ липсата на далечни метастази. 
 
 
4.5. Медицинска история на пациентите 
За всеки пациент в изпитването е създадено отделно медицинско 
досие, включващо следната информация:  
Демографски данни 
Имена (Инициали):  
ID номер/дата на раждане:  
Възраст:  
Пол: мъж/жена  
Медицинска история 
Пърформанс статус/ECOG: Общото състояние на всеки пациент според 
ECOG е оценено изходно като 0, 1 или 2. 
Придружаващи болести:  
Информация за онкологичната болест 
Клинична диагноза: локализация на първичния тумор, TNM стадиране, 
степен на диференциация 
Дата на операция:  
Обем на хирургия:  
Хистологичен резултат: номер, дата, брой парафинови блокчета 
Локализация на първичния тумор:  
Локализация на далечни метастази /рецидив (за рецидивирали пациенти): 
Молекулярно-патологичен анализ на RAS: липсваща/ налична мутация, 
както и вид RAS мутация (за рецидивирали пациенти) 
Дата на започване на адювантната химиотерапия: 
Вид на адювантната химиотерапия:  
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Изходни и контролни образни изследвания: КТ, ПЕТ/КТ, оценка по RECIST 
1.1 
Време свободно от болест:  
 
4.6. Специфични методи на изследване 
 
4.6.1. РНК изолация и Real-time PCR 
Общата РНК е изолирана от 200 µl серум на пациентите чрез miRNeasy 
mini kit (Qiagen) в съответствие с протокола на производителя. 5.6 ×109  
копия синтетична РНК (cel-miR-39) са добавени във всяка проба като 
външна контрола за нормализация (Qiagen).  cDNA е получена чрез обратна 
транскриптаза (miScript II RT kit) на миРНК. Използвана е вода свободна от 
нуклеази. Kоличествен RT-PCR е осъществен чрез SrepOne Plus (Applied 
Biosystem) с miScript Sybr Green PCR kit и съответните праймъри (Qiagen). 
Относителното количество (RQ) е изчислено по метода 2-ΔΔCt чрез StepOne 
Software v2.0. RQ на четирите miR-17, miR-21, miR-29a, miR-92 е 
нормализирано към средната експресия на тези миРНК в здрави индивиди. 
Висока или ниска експресия се дефинирана спрямо отклонението на 
медианата на изследваните проби. 
 
4.6.2. Клинична и патологична стратификация на пациентската 
популация (подгрупи) 
Следните клинични данни са събирани: демографски данни (имена, 
възраст при диагностициране, пол и др.), дата на хирургично лечение, вид 
хирургично лечение, локализация на първичен тумор и TNM 
класифициране, общо състояние според ECOG.  
Следните патологични данни са събирани: характеристика на тумора – 
хистология, степен на диференциация и патоанатомична TNM 
класификация, мутационен статус на RAS и вид мутация (липсва 
информация за всички пациенти) (Таблица 3, Таблица 4 и Таблица 5). 
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Табл. 3 Изходните клинични и патологични характеристики на пациентите 
Пол % 
Мъже 
Жени 
48.4 (n=43) 
51.6 (n=46) 
Възраст при поставяне на диагнозата (years, mean ±SD 
Мъже  
Жени 
Общо 
66.09 (±7.734) 
64.76 (±8.118) 
65.35 (±7.901) Min. 44, Max 77 
Локализация на тумора (N, %) 
Colon ascendens 
Colon transversum  
Colon descendens 
Sigma 
Общо 
23 (25.8) 
7   (8.0) 
18 (20.0) 
41 (46.2) 
89  (100) 
TNM (N, %) 
pT2NxM0 
pT3NxM0 
pT3N0M0 
pT3N1M0 
pT3N2M0 
pT4NxM0 
Общо 
12  (13.0) 
34  (38.0) 
9  (10.0) 
21  (24.0) 
4    (5.0) 
9  (10.0) 
89   (100) 
Стадий (N, %) 
II 
III 
Nx (Стадий не е приложим) 
9 (10.0) 
25 (28.0) 
55 (62.0) 
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Общо 89  (100) 
Степен на диференциация (N, %) 
Gr 1 
Gr 2 
Gr 3 
Общо 
3   (3.0) 
74 (83.0) 
12 (14.0) 
89  (100) 
Проведено хирургично лечение (N, %) 
Дясна хемиколектомия  
Лява хемиколектомия  
Резекция на сигмата 
Резекция на колон трансверзум 
Общо 
23 (26.0) 
18 (20.0) 
41 (46.0) 
7   (8.0) 
89  (100) 
Режим на адювантната химиотерапия (N, %) 
Mayo clinic 
FOLFOX4 
De Gramont 
Capecitabine монотерапия 
Общо 
31 (35.0) 
28 (31.0) 
23 (26.0) 
7   (8.8) 
89  (100) 
Общо състояние ECOG (N, %) (след края на адювантната химиотерапия) 
0 
1 
2 
71 (80.0) 
12 (13.4) 
6   (6.6) 
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Табл. 4 Изходните клинични и патологични характеристики на пациентите, 
които са подписали съгласие за изследване на допълнителни биологични маркери 
Пол % 
Мъже 
Жени 
43.2 (n=16) 
56.8 (n=21) 
Възраст при поставяне на диагнозата (yrs., mean, S.D.) 
Мъже  
Жени 
Общо 
63.50 (7.694) 
64.86 (7.009) 
64.27 (7.241) Min. 44, Max. 77 
Локализация на тумора (N, %) 
Colon ascendens 
Colon descendens 
Sigma 
8 (21.6) 
6 (16.2) 
23 (62.2) 
Стадий (N, %)  
II 
III 
Nx (Стадий не е приложим) 
6 (16.2) 
13 (35.1) 
18 (48.7) 
Степен на диференциация (N, %) 
Gr 1 + Gr 2 
Gr3 
32 (86.5) 
5 (13.5) 
 
 
  
  
19 
 
Табл. 5 Характеристики на доброволците (здравите контроли) 
Контроли 
Пол % 
Мъже 
Жени 
42.9 (n=3) 
57.1 (n=4) 
Възраст (yrs., mean, S.D.) 
 56.29 (10.704) 
Min. 38, Max. 69 
 
В настоящето проучване са обхванати и анализирани общо 89 пациента 
с карцином на колона, лекувани с радикална хирургия и провели адювантна 
химиотерапия. 37 от пациентите са дали биологичен материал за изследване 
на предварително определените биомаркери - miR-17, miR-21, miR-29a, 
miR-92. Допълнително е взета венозна кръв (плазма/серум) за анализ на 
горепосочените миРНК и от 7 здрави доброволци, които съставляват 
контролната група. Включени са всички съгласили се да участват в 
изпитването пациенти, които отговарят на изброените включващи и 
изключващи критерии.  
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Разпределение по групи 
 
Разпределението по пол на лицата е в полза на жените (51.6 %) в общата 
група (n=89), същата тенденция се наблюдава и в групата на пациентите, 
които са дали съгласие за изследване на допълнителни биомаркери (n=37) с 
процент – (56.8 %) (Фигура 2). 
 
48,4
43,2
51,6
56,8
0
10
20
30
40
50
60
Всички пациенти Група с изследвани миРНК
Мъже Жени
Фиг. 2 Фигура. Разпределение по пол на пациентите (%) 
 
Средната възраст на всички участници (n=89) при поставяне на 
диагнозата е 65.35 години с минималната възраст 44 г. и максимална - 77 г. 
Средната възраст при поставяне на диагнозата на участниците, които са 
дали съгласие за изследване на допълнителни биомаркери (n=37) е 64.27 
години с минималната възраст 44 г. и максимална - 77 г. (Таблица 3, Фигура 
9).  
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Фиг. 3 Разпределение пациентите по средна възраст при поставяне на диагнозата 
 
В изпитването са включени пациенти с общо състояние < или =  2, 
оценено по скалата на ECOG (Таблица 2).  Основната част от всички 
пациентите след приключване на адювантната химиотерапия са с ECOG 0 
(80%) (n=71), следвани от тези с ECOG 1 (13.4%) (n=12). Най-малък е броят 
на пациентите с ECOG 2, съответно 6.6% (n=6) (Фигура 4). 
 
Фиг. 4 Разпределение по общо състояние според скалата на ECOG на всички 
пациенти след приключване на адювантната химиотерапия 
 
Първичната локализация на карцинома на колона е с най-чест произход 
от сигма и в двете групи пациенти - 46% (n=41) за всички пациенти и 62% 
(n=23) за участниците, които са дали съгласие за изследване на 
допълнителни биомаркери, следвани от пациентите с първичен карцином 
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във възходящо дебело черво – съответно 26% (n=23)  и 22% (n=8). В общата 
група най-нисък е процентът на пациенти с първична локализация в 
напречно дебело черво (8%) (n=7), следван от тези с първичен карцином в 
низходящо дебело черво (20%) (n=18). В групата на участниците, които са 
дали съгласие за изследване на допълнителни биомаркери, най-нисък е 
процентът на пациенти с първична локализация в низходящо дебело черво 
(16%) (n=6), като тези с първична локализация напречно дебело черво 
напълно отсъстват (n=0) (Фигура 5 и Фигура 6). 
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Colon ascendens
26%
Colon transversum 
8%
Colon descendens
20%
Sigma
46%
ЛОКАЛИЗАЦИЯ НА ТУМОРА (ВСИЧКИ ПАЦИЕНТИ N=89)
 
Фиг. 5 Разпределение на пациентите според локализацията на първичния тумор - 
всички пациенти 
 
Фиг. 6 Разпределение на пациентите според локализацията на първичния тумор -  
група на участниците, които са дали съгласие за изследване на допълнителни 
биомаркери 
 
Според TNM класифицирането на всички участници в проучването 
водещата група е определена като pT3NxM0 (38%) (n=34), следвана от 
pT3N1M0 (21%) (n=24) и с най-малък брой – pT3N2M0 (5%) (n=4). Пълното 
разпределение е представено Фигура 7.  
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pT2NxM0
13%
pT3NxM0
38%
pT3N0M0
10%
pT3N1M0
24%
pT3N2M0
5%
pT4NxM0
10%
TNM КЛАСИФИКАЦИЯ (ВСИЧКИ ПАЦИЕНТИ N=89)
Фиг. 7 Разпределение на всички участници в проучването според TNM 
класификацията 
 
Пациентите определени с Nx нодален статус са най-многобройни сред 
всички участници в проучването - 62% (n=55), като те са водещи по брой 
при пациентите дали съгласие за изследване на допълнителни биомаркери – 
48.7% (n=18), следвани от пациентите, които са определени като стадий III 
– съответно 28% (n=25) и 35.1% (n=13). Най-нисък е процентът на пациенти 
определени като стадий II - (10%) (n=9) и (16.2%) (n=6) (Фигура 8). 
 
Фиг. 8 Разпределение на всички участници в проучването според стадия   
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При разпределението по степен на диференциация на тумора и за двете 
групи водещ е броя на пациентите с Gr 2 тумор – (83%) (n=74) и съответно 
за групата на пациентите дали съгласие за изследване на допълнителни 
биомаркери (Gr 2 + Gr 1) – (86.5%) (n=32). За определените като Gr 3 
данните за следните – (28%) (n=25) и съответно за групата на пациентите 
дали съгласие за изследване на допълнителни биомаркери – (13.5%) (n=5) 
(Фигура 9). 
 
Фиг. 9 Разпределение на всички участници в проучването според степен на 
диференциация на тумора 
 
4.6.3. Избор и продължителност на системна терапия (адювантна 
химиотерапия) 
 
При всички пациенти е проведено 6 месеца адювантно лечение (всички, 
които са прекъснали адювантната терапия поради някаква причина не са 
включени в изследването). Видовете химиотерапевтично лечение и 
използвани схеми са обобщени Таблица 6. 
 
Табл. 6 Най-често използваните режими за адювантна ХТ (в световен мащаб) 
Име Протокол 
Mayo Clinic 
 (6 цикъла) 
Повторение: 28 дни 
Leucovorin – 20 mg/m2 I.V., 1-5 ден 
5-Fluorouracil – 425 mg/m2 I.V. болус, 1-5 ден 
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De Gramont 
(12 цикъла) 
Повторение: 14 дни 
Leucovorin – 200 mg/m2 I.V., 1-2 ден 
5-Fluorouracil – 400 mg/m2 I.V. болус, 1-2 ден 
5-Fluorouracil – 600 mg/m2 I.V., 22 часа инфузия, 1-2 ден 
FOLFOX4 
(12 цикъла) 
Повторение: 14 дни 
Oxaliplatin – 85 mg/m2 I.V., 2 часа инфузия, 1 ден 
Leucovorin – 200 mg/m2 I.V., 2 часа инфузия, 1-2 ден 
5-Fluorouracil – 400 mg/m2 I.V. болус, 1-2 ден 
5-Fluorouracil – 600 mg/m2 I.V., 22 часа инфузия, 1-2 ден 
FOLFOX6 
(12 цикъла) 
Повторение: 14 дни 
Oxaliplatin – 100 mg/m2 I.V., 2 часа инфузия, 1 ден 
Leucovorin – 400 mg/m2 I.V., 2 часа инфузия, 1 ден 
5-Fluorouracil – 400 mg/m2 I.V. болус, 1 ден 
5-Fluorouracil – 2400 mg/m2 I.V., 48 часа инфузия 
XELOX 
(8 цикъла) 
Повторение: 21 дни 
Oxaliplatin – 130 mg/m2 I.V., 2 часа инфузия, 1 ден 
Capecitabine – 2500 mg/m2 P.O. дневно, 1-14 ден 
Capecitabine 
(8 цикъла) 
Повторение: 21 дни 
Capecitabine – 2500 mg/m2 P.O. дневно, 1-14 ден 
 I.V. – интравенозно, P.O. – перорално  
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Фиг. 10 Разпределение в % на използваните режими за адювантна химиотерапия 
 
4.6.4 Образна оценка 
Образна оценка на болестта е проведена изходно преди провеждане на 
оперативното лечение, непосредствено след приключване на адювантната 
химиотерапия и регулярно в хода на диспансерното проследяване с 
минимален срок три месеца между изследванията и минимална давност една 
година до регистриране на рецидив на болестта според RECIST 1.1 или при 
поява на клинични симптоми. Като образни методики е провеждана CT на 
гръден кош, корем (и други зони при нужда от оценка на други лезии) или 
чрез PET/CT. В хода на диспансерното проследяване са определени 
следните параметри: време свободно от болест (DFS)/време свободно от 
рецидив (RFS). DFS/RFS се дефинира като времето от първичното лечение 
на онкологичното заболяване до времето на регистриране на рецидив, който 
е отчетен чрез образните методики, спрямо критериите на RECIST 1.1 или 
появата на клинични симптоми свързани с болестта.  
4.6.5. Методи за медико-статистическа обработка на данните 
Анализът на данните се извърши със статистически пакет SPSS for 
Windows, v.23. Всички стойности са представени като средна стойност ± 
стандартно отклонение (SD). За статистически достоверни са приемани 
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разлики, при които p ≤ 0,05. При обработка на данните се използваха 
следните методи на анализ: 
1. Метод на статистическа групировка на данните – признаците са 
подредени според вида си във вариационни, интервални, категорийни, 
степенни и динамични статистически редове, 
2. Метод на статистическо оценяване: 
 точкови оценки – за изчисляване на средната аритметична величина на 
непрекъснати признаци, 
 интервални оценки: Доверителна вероятност (сигнификантност) – р. 
При коефициенти р=0,95 (95%), грешката от I род е 0,05 (5%), 
 Интервали на доверителност (CI). Използвани са 95% интервали на 
доверителност около точковата оценка, които се интерпретират като 
вероятност този интервал да съдържа реалната точкова стойност в 95% 
от случаите, 
3. Графичен метод – използвани са линейни и плоскостни графични 
изображения, кръгови и кръгово-секторни диаграми, стереограми и 
символни диаграми, 
4. Непараметричен анализ – при оценка на категорийните признаци е 
използван критерий χ2 (хи-квадрат) по Pearson. За сравненията по групи се 
приложиха Mann-Whitney непараметричен тест, 
5. Корелационен анализ – определени са еднопроменливи коефициенти 
на линейна корелация по Pearson.  
При оценка на някои признаци е използван и парциален множествен 
корелационен анализ, където при оценка на връзката между две променливи 
е отчетено влиянието и на други фактори, напр. пол, възраст и др. 
Корелационният коефициент r може да приема стойности между 0 и -1 
при обратно пропорционална връзка и между 0 и +1 при права. 
Оценка на силата на взаимовръзката между два признака чрез 
коефициента на корелация r е: 
 Ако r e под 0,30 – слаба корелация 
 Ако r е между 0,30 и 0,50 – умерена корелация 
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 Ако r е между 0,50 и 0,70 – значителна корелация 
 Ако r е между 0,70 и 0,90 – силна корелация 
 Ако r е над 0,90 – много силна корелация 
 
6. Специфичност и сензитивност на изследваните серумни 
микрорибонуклеинови киселини като маркери, които предсказват рецидив 
на карцином на колона до една година след провеждане на адювантна 
химиотерапия бе определена чрез ROC (Receiver operating characteristic) 
анализ – представен графично чрез „Площ под кривата“ - AUC (area under 
the curve). Най-добрата възможна линейна комбинация от миРНК маркери, 
която подобрява тяхната чувствителност и сензитивност в сравнение със 
самостоятелното им приложение е изградена по математическия метод на 
Su и Liu.280  
7.   Измерени са корелациите между биомаркери и клинични параметри: 
преживяемост без заболяване (DFS), което е дефинирано като времето 
между радикалното лечение заболяването и първата документирана 
прогресия, която е оценявана чрез критериите на RECIST 1.1.281 Времето до 
настъпване на събитието и крайните цели са анализирани по методите на 
Kaplan-Meier,282 и разликите  бяха оценени чрез log-rank тест. 
8.  Прогностичната и предиктивната стойност на всеки биомаркер са 
оценени чрез Cox пропорционален хазартен модел за time-to-event end points. 
Cox proportional hazards models са използвани за определяне HRs и интервал 
на конфиденциалност 95% CIs по отношение на групите на лечение, нивата 
на изследваните биомаркери и оценка на взаимодействието между 
провежданото лечение и съответния биомаркер. Проведени са 
ковариационни допълнителни модели, които включват стратифициращи 
фактори (пол, възраст под и над 65 години, нива на серумен маркер СЕА, 
първична локализация на тумора, време до рецидив).  
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5. РЕЗУЛТАТИ 
5.1. Оценка на пациентите с рецидив на карцином на колона след 
едногодишно проследяване 
Проследяването е осъществено за период – август 2011 до септември 
2013 година, като последният пациент е с визита октомври 2015 (за нуждите 
на изследването минималния срок за проследяване е поне 12 месеца). 
Обобщени резултати в Таблица 7. 
Според метода на образна оценка използвана за проследяване на 
пациентите са разпределени в две групи – оценка с CT (n=60) и оценка 
осъществена с PET/CT – (n=29) (Фигура 11). 
Фиг. 11 Образен метод за доказване на рецидив 
От всички участници в проучването (n=89) в рамките на една година 
след приключване на адювантна химиотерапия с регистриран рецидив на 
карцином на колона са 25.8 % (n=23) и съответно тези без данни за рецидив 
са 74.2% (n=66) (Фигура 12). 
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Фиг. 12 Резултати след едногодишно проследяване за рецидив на карцином на 
колона след приключване на адювантна химиотерапия 
Според времето от края на адювантната химиотерапия (като за нуждите 
на проучването считаме за край на радикално лечение не хирургичното, а 
провеждането в пълен обем на адювантна химиотерапия) и регистриране на 
рецидив средното време до рецидив е 5.5 (±4.487) месеца с минимално време 
1 месец и максимално 12 месеца. 13 пациента са с регистриран рецидив под 
6 месеца след края на адювантната химиотерапия и съответно 10 са с 
регистриран рецидив между 6 и 12 месец (Фигура 13). 
 
Фиг. 13 Време до рецидива 
32 
 
Основна локализация на рецидива на карцинома на колона е локалния 
рецидив (37.5%) като той е равен по честота и с най-разпространената 
метастатична локализация – черен дроб (37.5%). Като втора по честота 
метастатична локализация е засегнат бял дроб (25%), следван от перитонеум 
(12.5%) и лимфни възли (12.5%). На последно място са метастазите в плевра 
(6.3%) и кости (6.3%) (Фигура 14). 
 
 
Фиг. 14 Локализация на рецидива на карцинома на колона 
 
Табл. 7 Рецидивирали, метод за оценка на рецидива, локализация на рецидива 
Рецидивирали (N, %)  
Без рецидив  
Рецидивирали 
Общо  
66 (74.2) 
23 (25.8) 
89 (100) 
Време на прогресия (N)  
Под 6 месеца 
Над 6 месеца 
13 
10 
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Общо 
Време до рецидив (mounts, mean ± SD) 
23 
5.5 (±4.487) Min. 1, Max. 12 
Метод на оценка (N)  
CT 
PET/CT 
n=60 
n=29 
Локализация на рецидива (%)  
Бял дроб 
Плевра 
Кости 
Черен дроб 
Перитонеум 
Лимфни възли 
Локален рецидив 
25.0 % 
6.3 % 
6.3 % 
37.5 % 
12.5 % 
12.5 % 
37.5% 
  
При проследяване на участниците (n=37), които са дали съгласие за 
изследване на допълнителни биомаркери (miR-17, miR-21, miR-29a, miR-92) 
в рамките на една година с регистриран рецидив на карцином на колона са 
35.1% (n=13) и съответно без данни за рецидив са 64.9% (n=24) (Фигура 15). 
Фиг. 15 Резултати след едногодишно проследяване за рецидив на карцином на 
колона след приключване на адювантна химиотерапия (група с изследвани миРНК) 
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Разпределението на рецидивиралите пациенти, които са дали съгласие 
за изследване на допълнителни биомаркери по стадии на заболяването – от 
II стадий (n=6) няма рецидивирали пациенти в рамките на едногодишното 
проследяване, от III стадий (n=13) с данни за рецидив са 46.2% (n=6) и 
съответно групата на Nx пациентите (n=18) с данни за рецидив са 38.9% 
(n=7) (Фигура 16). 
 
Фиг. 16 Рецидивирали пациенти по стадии (група с изследвани миРНК) 
 
5.2. Резултати от изследването на допълнителните биомаркери (miR-
17, miR-21, miR-29a, miR-92) 
5.2.1. Експресия на миРНК в групата на нерецидивиралите пациенти 
(NP), рецидивиралите пациенти (RP) и контролната група 
Относителното количество (RQ) на експресия на миРНК в серумните 
проби от пациенти с карцином на колона (n=37) е нормализирана към 
външна контрола - cel-miR-39. Стойността на RQ е определена по метода 2-
ΔΔCt чрез StepOne Software v2.0.   
Резултатите от проведения Mann-Whitney тест показват, че липсва 
значима разлика в стойностите на RQ за всички 4 миРНК между 
контролната група и групата на нерецидивиралите пациенти (NP). При miR-
21, както и при miR-92 се наблюдава значителна разлика в експресионните 
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нива между групата на рецидивиралите (RP) от една страна и NP групата и 
контролите от друга страна (Фигура 17 В и D). За разлика от тях, miR-17 
показва значима разлика само между RP групата и NP групата, но не и 
между пациентите в RP и контролната група (Фигура 17А). Нивата на 
експресия на miR-29а не показват сигнификантни разлики между 
различните групи (Фигура 17С). 
Фиг. 17 Box plot графики, представящи нивата на експресия на миРНК в групата на 
NP (нерецидивирали пациенти), RP (рецидивирали пациенти) и контролната група. 
Нивата на експресия на миРНК са представени по ос у (ln). Сигнификантните 
разлики в RQ (относително количество) са установени с Mann-Whitney тест. 
Доверителна вероятност (сигнификантност) – р. При коефициенти р=0.95 (95%). 
A. miR-17, B. miR-21, C. miR-29a, D. miR-92 
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5.2.2. Корелации на експресионните нива на миРНК между и в самите 
стадии на заболяването (II стадий, III стадий и Nx групата) 
Само експресията на miR-21 показва сигнификантни различия между и 
в самите стадии на пациентите с карцином на колона. 
Няма значими разлики в стойностите на RQ сред всички пациенти, при 
които са изследвани миРНК в стадий II, стадий III и Nx групата, с 
изключение на miR-21, чиито експресионни нива имат сигнификантни 
разлики сред пациентите в стадий II и III (Фигура 18).  
 
Фиг. 18 Box plot графика, представяща нивото на експресия на miR-21сред пациенти 
II стадий, III стадий и Nx групата. Нивата на експресия на миРНК са представени 
по ос у (ln). Сигнификантните разлики в RQ (относително количество) са 
установени с Mann-Whitney тест. Доверителна вероятност (сигнификантност) – 
р. При коефициенти р=0.95 (95%) 
  
В рамките на пациентите в стадий III, експресионните нива на нито 
една от 4-те миРНК не показват статистически значими различия между 
групите на пациентите със и без рецидив (RP и NP пациентите). Въпреки 
това, сред пациентите с Nx болест, всички миРНК с изключение miR-29а 
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имат сигнификантна разлика в нивата на експресия в групите на RP спрямо 
NP (Фигура 19А, 19B и 19D). 
 
Фиг. 19 Box plot графики, представящи нивата на експресия на миРНК в Nx групата 
(NP-нерецидивирали пациенти, RP-рецидивирали пациенти). Нивата на експресия 
на миРНК са представени по ос у (ln). Сигнификантните разлики в RQ 
(относително количество) са установени с Mann-Whitney тест. Доверителна 
вероятност (сигнификантност) – р. При коефициенти р=0.95 (95%). A. miR-17, B. 
miR-21, C. miR-29a, D. miR-92 
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5.3. Специфичност и сензитивност на изследваните миРНК като 
биомаркери. Резултати от ROC (Receiver operating characteristic) анализ 
5.3.1. miR-21, miR-17 и miR-92 самостоятелно могат да разграничат 
групата на нерецидивиралите (NP) пациенти от групата на 
рецидивиралите (RP) 
При едногодишното проследяване след адювантна химиотерапия, при нито 
един от пациентите с карцином на колона в стадий II не е регистриран 
рецидив. При шест пациенти в стадий III болест и 7 от Nx групата е доказан 
рецидив след едногодишното проследяване. ROC анализът е осъществен с 
цел да се проучи потенциалната стойност на анализираните експресионни 
нива на миРНК като неинвазивен диагностичен биомаркер за рецидив след 
адювантна химиотерапия (Фигура 20). miR-21 позволява най-точно 
дискриминиране (AUC = 0,901, 95% CI: 0.788-1, р <0.001) на RP и NP 
групите. При оптималните прагови стойности на RQ, чувствителността е 
84.6%, а специфичността е 79.2% (Фигура 20В). miR-92 и miR-17 също могат 
да разграничат групите пациенти със и без рецидив със следната AUC = 
0,885 (95% CI: 0.778-0.991, р <0.001) с 84.6% чувствителност и 70.8% 
специфичност (Фигура 20D) и AUC = 0,814 (95% CI: 0.658-0.971, р = 0.002) 
с 84.6% чувствителност и 66.7% специфичност (Фигура 20А) в оптималните 
прагови стойности на RQ, съответно. miR-29а дискриминира групата 
пациенти със от тези без рецидив (RP и NP групи) със следната AUC = 0,670 
(95% CI: 0.493-0.846, р = 0.092) с 53.8% чувствителност и 70.8% 
специфичност при оптимални прагови стойности на RQ, но този резултат не 
достигна статистическа значимост (Фигура 20С). За сравнение, нивата на 
карциноембрионалния антиген (СЕА) след адювантна химиотерапия има 
по-ниска мощност за разграничаване на групата пациенти със от тези без 
рецидив (RP и NP групи) с AUC = 0,655 (95% CI: 0.472-0.839, р = 0.123) с 
61.5% чувствителност и 62.5% специфичност, но резултатът не достига 
статистическа значимост (Фигура 20Е). 
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Фиг. 20 Резултати от ROC (Receiver operating characteristic) анализ на четирите миРНК и CEA (карциноембрионален 
антиген) като биомаркери за разграничаване на групата на нерецидивиралите пациенти (NP) от групата на 
рецидивиралите пациенти (RP). A. miR-17, B. miR-21, C. miR-29a, D. miR-92, E. CEA, F. Мултимаркерен ROC 
анализ (използвани са miR-17, miR-21, miR-29a и miR-92) при пациенти стадий III 
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5.3.2. miR-21, miR-17 и miR-92 самостоятелно или в комбинация 
разграничат групата на нерецидивиралите (NP) пациенти от групата 
на рецидивиралите (RP) в рамките на III стадий и в Nx групата 
Потенциалната стойност на анализираните миРНК като биомаркери за 
рецидив след адювантна химиотерапия в рамките на стадий III и Nx 
пациенти е показана в (Таблица 8). Тъй като нито един от изследваните 
биомаркери не може да разграничи точно групите пациенти със и без 
рецидив в стадий III е конструиран мултимаркерен ROC анализ. 
Комбинацията от всички 4 биомаркери разграничава групите пациенти със 
и без рецидив (RP и NP групи) със следната AUC = 0.881 (95% CI: 0.655-1, 
р = 0.022) и с чувствителност 83.3% и специфичност 85.7% при оптимални 
прагови стойности на RQ (Фигура 20F).  При пациенти с Nx болест, само 
експресионните нива на miR-29а не са достатъчно добри, за да разграничат 
пациенти с рецидив от тези без рецидив на болестта (Таблица 16). Нивата на 
CEA след адювантна химиотерапия имат сходна мощност за разграничаване 
на рецидиви при стадий III пациенти и такива с Nx болест (Таблица 8). 
  
Табл. 8 Резултати от ROC (Receiver operating characteristic) анализ на четирите 
миРНК и CEA (карциноембрионален антиген) като биомаркери за разграничаване 
на групата на нерецидивиралите пациенти (NP) от групата на рецидивиралите 
пациенти (RP)  
 
Пациенти Биомаркери 
AUC (95% 
CI) 
p-value 
Сензитивност 
(%) 
Специфичност 
(%) 
Стадий 
III 
miR-17 0.738 0.153 66.7 85.7 
miR-21 0.738 0.153 66.7 85.7 
miR-29a 0.452 0.775 50 42.9 
miR-92 0.786 0.086 66.7 85.8 
CEA 0.643 0.391 66.7 57.1 
Nx 
miR-17 0.844 0.016 85.7 81.8 
miR-21 0.948 0.002 85.7 81.8 
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miR-29a 0.701 0.16 85.7 63.6 
miR-92 0.935 0.002 85.7 90.9 
CEA 0.662 0.258 71.4 59.5 
 
5.4. Корелация между нивата на експресия на миРНК с времето 
свободно от болест (DFS)/време свободно от рецидив (RFS), 
възраст и нивата на CEA 
Времето свободно от болест (DFS) се дефинира като времето от 
първичното радикално лечение (при анализа е използвано времето 
радикалното хирургично лечение за разлика от представеното на Фигура 
19 – време определено от края на адювантната химиотерапия)  на 
онкологичното заболяване до времето на регистриране на рецидив, който е 
отчетен чрез образните методики, спрямо критериите на RECIST 1.1 или 
появата на клинични симптоми свързани с болестта.  Пациентите с 
карцином на дебело черво с високи експресионни нива на коя да е миРНК 
нямат значителна разлика в DFS в сравнение с тези с ниско експресионно 
ниво на съответната миРНК (Фигура 21). 
В литературата е публикуван унивариантен статистически анализ, при 
който по-напредналата възраст, стадият на болестта, полът, хистологичната 
степен на диференциация и нива на експресия на миРНК не са свързани с 
лоша едногодишна DFS (Таблица 9 унивариантен анализ DFS). 
Корелационните тестове Pearson не откриха значима корелация между 
DFS и серумните нива на проучените миРНК. Също не бе наблюдавана 
корелация между възрастта и нивата на експресия на изследваните миРНК. 
Освен това, нито една от 4 миРНК не корелира със серумните нива на CEA 
след адювантна химиотерапия. Въпреки това бе наблюдавана силна 
корелация между нивата на miR-17 и miR-92 (R = 0,971, р <0.001, (Фигура 
22B), умерена корелация между нивата на  miR-21 и miR-92 (R = 0.492, р = 
0.002, (Фигура 22C) и слаба корелация между нивата на miR-17 и miR-21 (R 
= 0.360, р = 0.029, (Фигура 22A). 
 
42 
 
Фиг. 21 Kaplan-Meier анализ на времето свободно от болест (DFS) при пациенти с 
карцином на колона според нивото на експресия на миРНК. A. miR-17, B. miR-21, C. 
miR-29a, D. miR-92 
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Фиг. 22 Pearson корелации между серумните нива на: А. mir-17 и miR-21, B. miR-17 
и miR-92, C. miR-21 и miR-92 
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Табл. 9 Унивариантен анализ на (DFS) 
 
Характеристика HR (95% CI) p-value 
Възраст (години), > 65 срещу ≤ 65 0.714 (0.211-2.420) 0.589 
Пол, мъже срещу жени 0.517 (0.144-1.861) 0.313 
Хистологична диференциация, 1 + 2 срещу 3 0.617 (0.127-2.994) 0.549 
Stage, Nx срещу стадий III 1.404 (0.445-4.434) 0.563 
miR-17, висока срещу ниска 1.629 (0.453-5.855) 0.455 
miR-21, висока срещу ниска 0.874 (0.229-3.336) 0.844 
miR-29a, висока срещу ниска 1.183 (0.353-3.964) 0.786 
miR-92, висока срещу ниска 1.846 (0.514-6.625) 0.347 
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6. ДИСКУСИЯ 
 
В рамките на нашето проучване е осъществено проследяване (с 
минимален период поне 12 месеца) на пациенти, който са приключили 
успешно пълен обем адювантна химиотерапия. Настоящото проучване е 
първото по рода си у нас, което изследва миРНК като биомаркери 
предсказващи рецидив до една година след провеждане на адювантна 
химиотерапия при пациенти с карцином на колон. То разглежда и 
пациентите с оценка на лимфните възли Nx, като тази група болни е слабо 
анализирана и в световен мащаб. Недостатъчният брой проучвания на тази 
особена група и противоречивите резултати от тях  насочват усилията за 
провеждането на фокусирани изследвания и анализи. 
Въпреки относително малката група изследвани пациенти и нуждата от 
допълнителни прочувания получените данни са от изключително значение 
във връзка с нарастващата честота на онкологичните заболявания (в това 
число и карцинома на колона) в световен мащаб, но също така и от 
увеличаващия се брой на пациенти, които са относително ранно 
диагностицирани и покриват критериите за провеждане на адювантна 
химиотерапия. 
При проследяването на пациентите от образните методи са използвани 
- CT при 60 болни и PET/CT при 29, като изследването е провеждано на 
всеки 3 месеца, което като честота и вид надхвърля значително 
минималните изисквания на водещите стандарти за лечение и проследяване 
на онкологично болни (ESMO Clinical Practice Guidelines, NCCN 
Guidelines® и Cancer. Net - Follow-Up Care for Colorectal Cancer). Като от 
всички участници в проучването в рамките на една година след 
приключване на адювантна химиотерапия е регистриран рецидив на 
карцинома при 23 пациента (25.8 %), а без рецидив съответно са 66 (74.2%). 
Честота на рецидив е по-висока от съобщената в литературата, но данните 
от нашето изследване не може да се интерпретират поради факта, че този 
анализ не обхваща всички пациенти, които са провели адювантна 
химиотерапия в клиниката за този период, а само тези, които са се съгласили 
да участват в проучването.  
Анализът на данните за болни със стадий II карцином на дебело черво 
с висок риск, показва 0% едногодишен риск от рецидив. Популацията от 
пациентите със стадий III карцином на дебело черво очаквано има много по-
висок едногодишен риск от рецидив, като повечето от инцидентите 
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настъпват в рамките на първите 6 месеца след адювантната химиотерапия. 
Резултатите от други проучвания по отношение на риска от рецидив за 
пациентите със стадии II и III карцином на дебело черво са подобни на тези 
в нашето проучване.  
Пациенти с Nx болест са отделени в обособена група в нашето 
изследване. Очаквано, тези пациенти имат много по-висок едногодишен 
риск от рецидив – 38.9% и отново повечето рецидиви настъпват в рамките 
на първите 6 месеца след адювантната химиотерапия. Според Cunliffe и 
сътр. за синхронни метастази се считат две или повече на брой лезии, 
открити за период до 6 месеца след операцията. По тази причина 
метастатична болест в рамките на 6 месеца след операцията в нашето 
проучване се счита за синхронна и предварително е изключена от анализа. 
Потенциални прогностични фактори биха били особено полезни в контекста 
на стадий II карцином на дебело черво, където ползата от цитотоксична 
адювантна терапия е спорна в сравнение със стадий III, но за съжаление 
малката бройка пациенти стадий II не позволи провеждане на подробен 
анализ.  
В нашето проучване средният брой хистологично изследвани лимфни 
възли за всички пациенти е по-малък от 10, което се дължи на големия брой 
пациенти в Nx групата. Няколко проучвания, насочени към пациенти в 
стадий II показват, че при по-малък общ брой на дисецирани при операцията 
лимфни възли, по-често се срещат микрометастази, като е описан по-висок 
риск от рецидив. Други изследвания обаче не потвърждават тези 
констатации.  
Ние считаме, че диагнозата на болни с Nx болест е лош прогностичен 
фактор, тъй като тези пациенти може да получат субоптимално адювантно 
лечение, като при тях също е увеличена честотата на рецидив, което може 
да предположи необходимост от интензифицирано проследяване, особено 
през първата година след операцията на първичния тумор. В Nx подгрупите 
се прилагат множество адювантни схеми на химиотерапия, поради 
неотдавна публикувания пост-хок експлораторен анализ на проучването 
MOSAIC, при което не се открива значителна полза по отношение на 
преживяемостта без болест и общата преживяемост при употреба на 
FOLFOX спрямо 5-FU/LV при пациенти с висок риск болест в стадий II 
(включително пациенти с по-малко от 10 броя изследвани лимфни възли).  
От резултатите при проследяването основна локализация на рецидива 
на карцинома на колона е локалния рецидив, като той е равен по честота и с 
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най-разпространената метастатична локализация – черен дроб. Втора по 
честота метастатична локализация е засягането на белия дроб, последван от 
перитонеум и лимфни възли, като тези данни са близки с описаните в 
световната литература.  
Предишни изследвания са идентифицирали множество циркулиращи 
миРНК, които са с различна експресия и дисрегулация при пациенти с 
карцином на дебело черво в сравнение с контролна група от здрави хора. 
Съществуват множество доказателства, че миРНК може да служат като 
потенциални биомаркери за диагностика и могат да имат прогностична 
стойност при пациенти с карцином на дебело черво.  
Целта на нашето изследване е да се идентифицират потенциални 
биомаркери, които да могат да предскажат риск от ранен рецидив след 
адювантно лечение. Освен това, в нашата пациентска популация са 
включени и пациенти с неизвестно стадиране на лимфни възли (Nx 
пациенти). 
За да бъде един показател прогностичен фактор трябва статистически 
достоверно да влияе на преживяемостта при онкологично болния, 
независимо от приложеното лечение. От друга страна предиктивния фактор 
трябва статистически достоверно да определя очаквания ефект от дадено 
лечение. Въпреки нуждата от допълнителни проучвания има някои 
изследвания, които правят миРНК кандидати за подобни маркери (Фигура 
23). 
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Фиг. 23 Характеристики на биомаркерите 
 
МикроРНК притежават някои особености, които ги правят 
подходящи за биомаркери: 
- тяхната експресия е много често дисрегулирана при онкологичните 
заболявания,  
- експресията на миРНК е тъканспецифична,  
- миРНК имат много висока стабилност във формалинфиксирани 
тъканни проби,  
- миРНК имат много висока стабилност в серум и плазма. Те избягват 
разграждането от ендогенната РНKаза чрез сформирането на 
микровезикули, екзоми и други микрочастици,  
- възможно е изследването на миРНК в други телесни течности – 
урина, слюнка,  
- възможно е изследването на миРНК във фецес.  
 
Обикновено дисрегулирани миРНК са налични при множество 
онкологични заболявания. За да се определи чувствителността и 
специфичността маркерите в нашето изследване, ние използваме ROC 
анализ за miR-21, miR-17, miR-29а и miR-92, за които има данни, че са в 
повишени нива на експресия при пациенти с карцином на дебело черво. 
Проведеният ROC анализ в нашето проучване показва, че повишената 
експресия на която и да е от miR-21, miR-92 или miR-17 в серума може с 
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висока чувствителност и специфичност да служи като точен биомаркер, тъй 
като може да разграничи пациенти с карцином на дебело черво с рецидив от 
такива без рецидив  (Фигура 20). При пациенти в стадий III, само 
комбинираното изследване на всички миРНК показва статистическа 
значимост за разграничаване на RP от NP, което може да бъде и резултат на 
малкия брой изследвани пациенти. Всички миРНК с изключение на miR-29а 
са по-добри от серумните нива на CEA за предикция на рецидив. 
Чувствителността и специфичността на ROC кривата за предикция на 
рецидив въз основа само на СЕА е ниска, което съответства на резултатите 
от други изследвания.  
 Изследване на Schepeler  и сътр. (2008) на пациенти с II стадий открива 
връзка между микросателитния статус и експресията на някои миРНК (miR-
142-3p, miR-212, miR-151, miR-144), а също така може да се предвиди (с 
точност 81%) и риска от рецидив.  В същото прочуване е установено, че 
високата експресия на miR-320 и miR-498 при пациенти II стадий говори за 
по-агресивен тумор и по-кратък период свободен от прогресия. Въпреки, че 
много проучвания подобно на посоченото по-горе съобщават, че редица 
миРНК могат да предвидят риска от рецидив и биологичното поведение на 
тумора при пациенти с карцином на колона II стадий, липсата на 
рецидивирали пациенти във II стадий и не достатъчния брой участници в 
нашето изследване, не позволява оценката на miR-17, miR-21, miR-29а и 
miR-92 като маркери за II стадий пациенти.  
Малко проучвания оценяват нивата на експресия на миРНК след 
куративна радикална хирургична резекция на първичния тумор и търсят 
корелации със серумните нива на миРНК и нивата на серумния CEA след 
адювантна химиотерапия. В настоящото проучване е търсена корелация 
между нивата на експресия и клиничното значение на 4-те циркулиращи 
миРНК (miR-17, miR-21, miR-29а и miR-92 от кръвни проби при пациенти с 
карцином на дебело черво, при който е проведена радикална хирургия на 
първичния тумор с последваща адювантна химиотерапия) със серумните 
нива на СЕА (измерени след края на адювантна химиотерапия) и стадия на 
болестта. 
Предишни изследвания са установили високи нива на циркулиращите 
miR-17, miR-21, miR-29а и miR-92 в сравнение със здрави индивиди, като 
някои от тези миРНК се свързват с лош прогноза, независимо от други 
клиникопатологични фактори. Натрупани са доказателства, че  miR-21 
подходяща за серумен биомаркер. Нивата и на експресия силно корелират с 
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показатели като нодален статус, наличие или липса на метастази, както и 
със свободния от заболяване период. Мултивариантни анализи разкриват, 
че високата и експресия е свързана с лоша прогноза и ниска преживяемост, 
независимо от възраст, пол и туморна локализация, а също така и за лош 
отговор към терапията при пациенти, които са получили адювантно 
лечение.  
Проучване на Chen и сътр. (2008) показва, че има сигнификантни 
разлики в нивата на експресия на серумни миРНК спрямо здрави субекти. 
При всичките 69 изследвани лица са открити циркулиращи миРНК, които 
не са доказани при контролите. Освен това голяма част от засечените 
молекули (miR-134, miR-146a, miR-221, miR-222, miR-23a – характерни и 
при белодробен карцином) се експресират и при други онкологични 
заболявания. Това подсказва, че е възможно да съществуват общи миРНК за 
големи групи неопластични заболявания.  
Друго изследване на (Ng и сътр..) разкрива пакет от 30 миРНК, които 
са повишени при карцином на колона (в това число miR-92a), а след 
извършена хирургическа намеса плазмените им нива се редуцират. MiR-92a 
сигнификантно може да отграничи карцином на колон от рак на стомаха и 
възпалителни заболявания на червата. С чувствителност 89% и 
специфичност 70% тази миРНК е съпоставима и с теста за окултни 
кръвоизливи.  
 Нови данни показват (Huang и сътр.), че плазмените миРНК miR-29а 
и miR-92а могат да се използват за неинвазивни маркери за ранна диагноза 
на КРК. и по-точно напреднали аденоми от контроли.  
Сред най-важните прицелни гени на miR-17 и miR-92 са семейството 
транскрипционни фактори E2F (Фигура 24), които стимулират 
преминаването от G1 към S фазата на клетъчния цикъл. Така, повишените 
нива на miR-17 и miR-92 стимулират пролиферацията на туморните клетки. 
Критичен таргет на miR-21 е PTEN (фосфатидил-3,4,5-трифосфат 3-
фосфатаза), който упражнява негативна регулация върху PI3K 
(Фосфатидилинозитол-4,5-бифосфат 3-киназа) пътя. В резултат на това, 
повишените нива на miR-21 стимулират туморноклетъчната преживяемост 
(Фигура 5). В едно проучване се показва, че серумните нива на miR-21 
статистически значимо спадат след операция в подгрупата пациенти с 
потенциално радикална куративна хирургия. Други автори публикуват, че 
нивата на експресия на стромални miR-21 са свързани с експресията на E-
кадхерин и свързаният с метастазиране белтък 1 (metastasis-associated 
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протеин 1) при пациенти с колоректален карцином, като високите нива на 
miR-21 при пациенти в стадий III не с свързват с лоша преживяемост без 
прогресия. Пациенти с карцином на дебело черво в стадий II с високи нива 
на miR-21 са с повишен риск за рецидив на туморната болест и трябва да 
бъдат обсъждани за провеждане на по-интензивно лечение. От нашия панел 
на миРНК смятаме, че само експресионните нива на miR-21 значително се 
променят при пациенти в стадий III в сравнение с тези във II стадий, което 
може да е израз на туморното натоварване или да е индикация за проведена 
нерадикална некуративна хирургия. Пациенти с рецидив на болестта в Nx 
група имат значително по-високи експресионни нива на всички миРНК с 
изключение на miR-29а, което отново може да е следствие на туморното 
натоварване или може да е индикация за проведена нерадикална 
некуративна хирургия. 
Съществува значителна вариабилност в съдържанието на протеини и 
липиди в серумните проби, която може да засегне ефективността на 
извличане на РНК. За да се гарантира точността на нашия анализ, 
включително променливостта в нивата на амплификация при 
полимеразната верижна реакция, ние използваме иновативен метод за 
нормализиране на експерименталните данни миРНК, използвайки спайкови 
синтетични нечовешки зрели миРНК от Caenorhabditis elegans. Въпреки, че 
нашият подход на количествено измерване на серумните експресионни нива 
на миРНК е широко използван, абсолютно количествено определяне на 
серумните експресионни нива на миРНК може допълнително да подобряват 
интерпретацията на тези резултати в клинично значими диагностични данни 
за ранно откриване на рецидив на болестта. Неадекватното изследване на 
лимфните възли може доведе до туморно субстадиране и последващо 
неадекватно лечение. Много фактори влияят върху броя на изследваните
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Фиг. 24 Цели на изследваните миРНК; miR-17 и miR-92 стимулират клетъчната пролиферация чрез регулация на E2Fs; miR-21 
стимулира клетъчното оцеляване чрез регулация на PTEN
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лимфни възли, включително обема на хирургична резекция, възрастта на 
пациента, местоположението на тумора или техники за патоанатомично 
изследване. Популационни данни показват, че само 37% от пациентите с 
карцином на  дебело черво имат адекватно стадиране и оценка на 
дисецираните лимфни възли.  
Пациенти с карцином на дебело черво може да имат потенциална полза 
от откриването прогностични маркери, които могат да идентифицират 
субпопулация индивиди с по-висок риск за рецидив на туморната болест 
като подбере пациенти, подходящи за адювантна терапия. Няколко миРНК 
(miR-192, miR-215, miR-140, miR-129, let-7, miR-21, miR-181б, miR-200а) се 
свързват с химиорезистентност поради регулирането на ключови пътища в 
процесите на клетъчна смърт. Високите нива на miR-21 може частично да 
бъдат отговорни за лош отговор към 5-FU-базирано лечение; по тази 
причина, пациенти с високи експресионни нива на miR-21 са с повишен риск 
за рецидив на туморната болест. В линии от карцином на дебело черво е 
демонстрирано, че повишените експресионни нива на miR-21 намаляват 
апоптозата и G2/M ареста на клетките, индуцирани от 5-FU.  
Важен аспект е възможността за предвиждане на терапевтичния 
отговор. В проучване на Nakajima и сътр. (2006) при пациенти лекувани с 
химиотерапевтик антиметаболит, действащ във фаза S-1 на клетъчния цикъл 
– 5-FU от изследваните пет миРНК две (let-7g и miR-181b) статистически 
достоверно могат предвидят отговора. Установено е също, че 
химиотерапевтиците влияят върху експресията на миРНК противоположно 
на тази, която е предизвикана от туморната трансформация. Типичен 
пример за това е miR-200b, която е свръхекспресирана в редица тумори, но 
подтисната при лечение с 5-FU. Интересно е, че тази молекула регулира 
кодирането на протеин тирозин фосфатазата (PTPN12), която инактивира 
продукти на различни онкогени като ABL, SCR и KRAS.  
В мащабно изследване на експресията на миРНК (експресия на 856 
миРНК) в клетъчни линии от карцином на колона (HCT – 8 и HCT – 116) 
при третиране с 5-fluorouracil и Oxaliplatin се установява със статистическа 
значимост, че 56 миРНК са с понижена експресия, а 50 са с повишена. Mir-
197, miR-191, miR-92a, miR- 93, miR-222 и miR-1826 са с понижена 
експресия и в двете клетъчни линии при третиране само с единия от двата 
химиотерапевтика.  
 В друго проучване се оценява влиянието на съчетаната 
химиолъчетерапия (химиотерапевтик – Capecitabine) върху експресията на 
миРНК при ректални тумори ин виво. Направени са микроекцизии на 
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туморите преди започване на лечението и отново две седмици след терапия. 
Степента на повлияване на тумора от лечението е изследвана под микроскоп 
от опитен патолог и оценена според Мандарт скалата (Mandart grade) за 
отговор към терапия. В отделни проби много миРНК реагират с промяна на 
експресията – miR-10a, miR-21, miR-145, miR-212, miR-339, miR-361, но 
само две статистически достоверно са с повишена експресия след две 
седмици химиолъчетерапия.  
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7. ИЗВОДИ  
1. Пациенти с Nx статус на изследваните лимфни възли, които са преминали 
радикално хирургично лечение и пълен обем адювантна химиотерапия са с 
по-висок едногодишен риск от рецидив – 38.9% в сравнение с болните от II 
и III стадий. Тази група може да се обособи като отделна, която е с по-висок 
риск спрямо механичния сбор на риска при пациенти II и III стадий (31.5%). 
2. Основна локализация на рецидивите са локалните рецидиви и 
чернодробните метастази, което се препокрива с докладите на чужди 
проучвания. 
3. Нивата на експресия на изследваните миРНК  miR-17, miR-21, miR-29a и 
miR-91 нямат значима разлика между групата на нерецидивиралите (NP) до 
една година пациенти и тази на здравите контроли. 
4. Наблюдава се статистическа значима разлика между нивата на експресия 
на miR-17, miR-21 и miR-91 при нерецидивиралите (NP) и рецидивиралите 
пациенти (RP). miR-21, както и при miR-92 показват значителна разлика в 
експресионните нива и между групата на рецидивиралите (RP) от една 
страна и контролите от друга страна. За разлика от тях, miR-17 не показва 
значима между пациентите в RP и контролната група. 
5. Нивата на експресия на miR-29а не показват сигнификантни разлики 
между различните групи и miR-29a няма потенциал за биологичен маркер в 
нашето изследване. 
6. Само експресионите нива на miR-21 имат статистически значима разлика 
между пациентите с различни стадии (II и III стадий). 
7. Липсват статистически значими разлики между нерецидивиралите (NP) и 
рецидивиралите пациенти (RP) в рамките на стадий III. 
8. Сред пациентите с Nx болест, всички миРНК с изключение miR-29а имат 
сигнификантна разлика в нивата на експресия в групите на 
нерецидивиралите (NP) спрямо рецидивиралите пациенти (RP). 
9. Резултатите от проведения ROC анализ показват, че експресионните нива 
на miR-17, miR-21 и miR-92 имат потенциал да се разглеждат като 
неинвазивен диагностичен биомаркер за рецидив след адювантна 
химиотерапия при пациенти с карцином на колона. 
10. Липсва статистическа значимост при проведения ROC анализ на 
експресионните нива на miR-29a за да се разглежда като неинвазивен 
диагностичен биомаркер за рецидив след адювантна химиотерапия при 
пациенти с карцином на колона. 
11. Резултатите от проведения ROC анализ показват, че експресионните 
нива на miR-17, miR-21 и miR-92 в групата на Nx пациентите са също със 
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статистическа значимост за да се разглеждат като неинвазивен 
диагностичен биомаркер за рецидив след адювантна химиотерапия при 
пациенти с карцином на колона (и определени като с Nx статус на лимфните 
възли). 
12. Резултатите от проведения ROC анализ показват, че експресионните 
нива на miR-17, miR-21 и miR-92 не са със статистическа значимост да се 
разглеждат като неинвазивен диагностичен биомаркер за рецидив след 
адювантна химиотерапия при пациенти с карцином на колона (и определени 
като III стадий). При III стадий обаче проведения мултимаркерен ROC 
анализ (на изградения мултимаркер от miR-17, miR-21, miR-29a и miR-92) е 
със статистическа значимост на диагностичен маркер. 
13. Липсва корелация между серумните нива на всички миРНК и времето 
свободно от болест (DFS). 
14. Липсва корелация между серумните нива на всички миРНК и 
възрастта на пациентите. 
15. Липсва корелация между серумните нива на всички миРНК и нивата на 
CEA, които са взети непосредствено след приключване на адювантната 
химиотерапия. 
16. Съществува силна корелация между нивата на miR-17 и miR-92. 
17. Съществува умерена корелация между нивата на miR-21 и miR-92.  
18. Съществува слаба корелация между нивата на miR-17 и miR-21. 
 
8. ПРИНОСИ НА ДИСЕРТАЦИОННИЯ ТРУД 
1. За първи път в България се проследяват пациенти с карцином на колона, 
които са оперирани радикално, провели в пълен обем адювантна 
химиотерапия с цел да се идентифицират нови биомаркери, които да 
предсказват рецидив до една година след приключване на  адювантна 
химиотерапия. 
2. За първи път в България и света се изследват плазмените нива на miR-17, 
miR-21, miR-29a и miR-92 като потенциални биомаркери, които да 
предсказват рецидив до една година след провеждане на адювантна 
химиотерапия при радикално оперирани пациенти с карцином на колона. 
3. Това проучване е едно от малкото в световен мащаб и първото в България, 
което се фокусира и разглежда пациентите с Nx статус на лимфните възли 
като отделна и обособена група с различна прогноза от пациентите II и III 
стадий на колоректален карцином. 
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4. За първи път в световен мащаб се докладва, че експресионните нива на 
miR-17, miR-21 и miR-92 в групата на Nx пациентите са със статистическа 
значимост и могат да се разглеждат като неинвазивен диагностичен 
биомаркер за рецидив след адювантна химиотерапия при пациенти с 
карцином на колона. 
5. За първи път в световен мащаб се изгражда мултимаркер от (miR-17, miR-
21, miR-29a и miR-92), който със статистическа значимост разграничава 
нерецидивирали от рецидивирали пациенти III стадий, които са оперирани 
радикално, провели в пълен обем адювантна химиотерапия. 
 
9. ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
 
В обобщение, най-важното наблюдение в нашето проучване е, че miR-
17, miR-21 и miR-92 самостоятелно при пациенти с Nx стадиране или като 
панел комбинация при пациенти в стадий III, могат с висока точност в 
клинични условия да помогнат откриването на ранен рецидив на карцином 
на дебело черво след радикална хирургия и адювантна химиотерапия. 
Нашите резултати показват, че пациенти с повишени серумни нива на miR-
17, miR-21 и miR-92 трябва да бъдат подложени на по-интензивно 
проследяване с цел увеличаване възможността за ранно откриване на 
рецидив и избор на потенциално следващо лечебно поведение. Доколкото 
ни е известно, нашето изследване, въпреки малкия брой изследвани 
пациенти, е едно от малкото изпитвания, при които се търсят потенциални 
биомаркери, които биха могли предскажат рецидив на болестта при 
пациенти с Nx карцином на дебело черво. Бъдещите проучвания може 
допълнително да оценят потенциала за използване на miR-17, miR-21 и miR-
92 в следоперативния период на наблюдение, което може да предостави 
възможност за ранно откриване на туморен рецидив. 
Развитието на минимално инвазивни тестове за откриване и 
мониторинг на карцинома на колона може да доведе до значително 
намаляване диагностицирането на заболяването в късни стадии, ранно 
откриване на рецидиви или рискови групи за рецидив след радикално 
лечение, а също така да оптимириза лечението му. Въпреки наличието на 
валидизирани маркери (някои белтъчни кръвни маркери), откриването на 
нови клинично значими тестове остава предизвикателство и свободна 
територия, която на фона на резултатите от проучванията напоследък може 
да бъде заета от миРНК. 
 
 58 
 
 
10. НАУЧНИ ПУБЛИКАЦИИ И СЪОБЩЕНИЯ СВЪРЗАНИ С 
ДИСЕРТАЦИОННИЯ ТРУД 
Публикации:  
1. Цонев Н., Донев И., Червенков Тр., Консулова А., Генев П., 
Димитрова Е., Калев Д. Влияние на микрорибонуклеиновите 
киселини върху сигнални клетъчни пътища при колоректален 
карцином. Списание на Българско онкологично дружество 2012, 1: 44-
48 
2. Цонев Н., Донев И., Червенков Тр., Георгиева М., Консулова А., Тонев 
И., Калев Д. Експресия на микрорибонуклеинови киселини при 
колоректален карцином: възможности за нови биомаркери. Списание 
на Българско онкологично дружество 2013, 1: 42-46 
3. Conev N., Donev I., Dimitrova E., Kozhuharova M., Georgieva M., 
Konsoulova-Kirova A., Kalev D. 2-year single center clinical experience 
in patients with colon cancer stage II and III receiving adjuvant 
chemotherapy. Scripta Scientifica Medica 2015, 2: 43-48 
4. Conev N., Donev I., Konsoulova-Kirova A., Chervenkov T., Kashlov J., 
Ivanov K. Serum expression levels of miR-17, miR-21, and miR-92 as 
potential biomarkers for recurrence after adjuvant chemotherapy in colon 
cancer patients. Biosci. Trends 2016 9: 393-401 
 
 
  
 59 
 
Участия: 
1. Цонев Н. Докъде сме стигнали при метастатичен карцином на дебело 
черво. Молекулярна диагностика, геномика и епигенетика в 
медицинската онкология - Млад онколог. 2015/10. Златни пясъци 
2. Conev N., Kashlov J., Tonev I., Donev I. Levels of miR-17, miR-21, miR-
29a and miR-92 as Recurrence Markers after Adjuvant Chemotherapy in 
Nx Lymph Node Status Colon Cancer Patients. ESMO 2016 Congress - 
Oncology Conference, Copenhagen, Denmark, 7-11 October 2016, Annals 
of Oncology (suppl.) 2016 
 
 
 
 60 
 
Благодарности: 
Специалнни благодарности 
на научният ми ръководител  доц. Иван Донев 
 
Специални благодарности  
на д-р Данко Георгиев 
 
на доц. Трифон Червенков 
д-р Дафина Маждракова 
проф. Жанета Георгиева 
д-р Драгомир Стоянов 
 
на медицинските сестри от Клиниката по медицинска онкология 
на пациентите, които дадоха съгласие за участие в изследването 
на семейството ми за подкрепата и търпението 
